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Abstract 


Four strains of Japanese encephalitis virus and 3 strains of group A arbovirus were 


- isolated from mosquitoes of Aedes vexans nipponii caught in Nagasaki area during epidemic 
season from 1965 to 1968. The latter strains isolated were closely related to the strain 


MM 2021, Getah virus, a group A arbovirus. One of the isolates, MP 1805 strain, was 


found to be able to form plaques in primary chick embryo cell cultures with the plaque 
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size of 2 or 3 mm in diameter after 2 days incubation. By the method of plaque reduction, 
neutralizing antibodies against MP 1805 strain were detected in the sera of 4 of 47 cases 


which were acute febrile illness confirmed serologically as non-Japanese encephalitis and 


occurred during the period of epidemic season from 1964 to 1967. 


One of these 4 cases 


was found to have significant antibody rise in converescent serum. 


[4 じ 


日 本 に お ける 日 本 脳炎 CHE) v ウネ イル ズ の 媒介 軸 は 
コガ タ ア カイ エ カ が 主役 で ある と と は 多く の 研究 者 の 
一 致し た 見 解 で ある . 従っ て 日 脳 流行 期 に お ける 自然 
界 の ウイ ルス 撤 布 を 知る 目的 で し ば し ば コガ タ ア カイ 
エ カ 人 限っ て ウイ ルス の 分 離 が 行わ れ , 分 離 効 率 や 分 
離 頻 度 に よっ て ウイ ルス の 汚染 を 推測 する 方 法 が と ら 
れる . し か し , こう し た 自然 界 に お ける ウイ ルス 撤 布 
の 推定 の た め に は , ブタ の 日 脳 ウ イル ス に 対す る 高い 
感受 性 と コガ タ ア カイ エ カ の ブタ に 対す る 強い 吸血 嗜 
好 性 の 両面 か ら 考 えて , むし ろ ブ タ の 血球 凝集 抑制 抗 
体 (HI 抗体 う , 特に 2 メル カプ ト エ タ ノ ー ル 感受 性 抗 
体 の 保有 率 の 上 昇 を ウイ ルス 汚染 の 指標 と する 方 法 が 
一 般 化 し て いる 現況 で ある . と れ は ウイ ルス の 分 離 よ 
り 時 抗体 測定 の 方 が 実験 手技 の 上 で より 簡便 で ある と 
と も その 理由 で ある . SH, HB A42wAO/EREEO 
研究 は コガ タ ア カイ エ カ を 中 心 と し た 感染 環 の 究明 に 
重点 が 注 が れ て いる が , 日 脳 ウ イル ス の 越 年 の 手 が か 


材 料 


DORE : 長崎 市 近 郷 で 1965 年 に は 茂木 , 戸 町, 川平 
で , 1969 年 に は 貞 津 , 茂木 , 戸町 , AA T, 1968 年 に は 員 
iE, 茂木 , 戸町 , 西山 , 木場 崎 及 び 小 江原 な ど で 捕 集 
し た . ウイ ルス が 検出 され た Aedes vexans nipponii 
は 上 記 の うち , HE, 茂木 , 戸町 , 小江 原 , 及び 為 石 
の 5 ケ所 で 捕 集 され た も の で あっ て , Fig 1 に 示し た 
通り で ある . AWERI 日 な いし , 5 日 間 室 温 で 飼育 
し た 後 炭酸 ガス で 麻酔 し て 分 類 し , ウイ ルス 分 離 の 時 
まで -90?C に 凍結 保存 し た . 

ウイ ルス の 分 離 及び 同定 : ウイ ルス 分 離 は 既報 ( 林 
等 , 1965, 1966) に 記載 し た よう に 貴 乳 マウ ス 脳 内 接 
種 法 に よっ た . 分 離 ウ イル ス は 福 見 等 (1967) の 方 法 
で 補 体 結合 反応 , マウ ス に よる 交叉 中 和 試 験 に よっ て 
同定 し た . 

Plaque 形成 及び 中 和 抗 体 の 検査 : 分 離さ れ た A 和 群 


め に 


りこ と し て 行っ た 越 年 肉 コ ガタ アカ イエ カ か ら の ウイ ル 
ス 分 見 は 未だ に 成功 し て いな いし , 早春 及び 晩秋 に お 
ける 日 脳 ウイ ルス の 出現 , 退 漠 に コガ タ ア カイ エ カ 以 
外 の も の の 関 軸 も 想定 し て よい 。 

1964 年 以来 , 当 研究 所 ウイ ルス 学部 門 と 当 大 学 医学 
部 医 動 物 学 教室 と の 協同 研究 で 日 脳 ウ イル ス の 生態 学 . 
が 追 宛 され て きた が , た また ま 1965 年 , 1967 年 及び 
1968 年 に Aedes vexans nipponii か ら 日 脳 ウ イル ス が 分 
離さ れ , 1967 年 に は 4 群 ア ル ボ ウイ ルス が 検出 され た . 
上 記 の ウイ ルス 検出 の 時 期 は 日 脱 流 行 盛 期 を ずれ る 場 
合 が ある と と か ら 日 騰 ウ イル ス の 疫学 的 背景 (に Aedes 
vexans nipponii が 果して どの よう に 関 遇 する か は 今後 
の 課題 と し て 残さ れ ね ば な ら な いと 考え る . と と に 
Aedes vexans nipponii か ら の ウイ ルス 検出 の 経過 を ま 
と め て 報告 し 日 脳 ウ イル ス 生 態 学 の た め の 一 参考 資料 
と し て 記録 だ とどめ る こと こと と する 


方 X 


アル ボウ イル ス の plaque 形成 試験 は 中 村 等 (1963 う の 
記載 に 従っ た , 即ち , 11 日 魚 化 ニワ トリ 豚 を Trypsin で 
消化 し , 10 多 仔牛 血清 加 Hanks 液 世 再 浮游 .9.5cm 
シャ ー レ に 分 注 , seeding し 1 日 培養 後 の 単 層 培 養 
細胞 を 使用 し た . 細 胞 を 焼 酸 緩 衝 液 で 洗 浴 後 , 各 階段 稀 
釈 の ウイ ルス 液 0.2ml を 接種 し 37°C 1 時間 吸着 させ 
double buffered Henks 液 で 作成 し た Agar-overlay 
を 重層 し 2 日 目 に . plaque 数 を 算 え た . 中 和 試 験 に 
は 10 倍 稀釈 の 被 検 血清 と 100PFU/0. 2ml の ウイ ルス 
液 を 等 量 混合 し 37°C 1 時 間 保っ た 後 シ ャ ー レ の 単 層 塔 
養 細胞 に 混 液 の 0.4m1 を 接種 し 37?C1 時 間 吸 着 を 行 
い double buffered Hanks agar-overlay を 重層 し 
た . 2 日 培養 後 plaque 数 を 算 え 50 減 少 率 を 求め 中 
和 抗 体 の 有無 を 検定 し た . 
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Fig. 1 Outline of Kyushu island survey station in Nagasaki. 
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Aedes vexans nipponii か ら 日 脳 ウ イル ス の 分 
離 : 1967 年 は コガ タ ア カイ エ カ か ら 日 脳 ウ イル ス が 分 
離さ れ た の は 6 月 23 日 か ら 7 月 27 日 の 間 で あっ た . 同 
年 に お ける Aedes vexans nipponii か ら の 日 勝 ウ ツイ ルス 
の 分 離 は 7 月 14 日 で 日 脳 流行 夏期 で ちあ る. また , 1965 
年 及び 1968 年 に お ける コガ タ ア カイ エ カ か ら の 日 脳 ウ 
イル ス の 分 見 は 5 月 30 日 か ら 9 日 6 日 及び 7 月 23 日 か 
ら 8 月 7 日 の 間 で あっ た . 両 年 に お ける Aedes vexans 
nipponii か ら 日 脳 ウ イル ス の 分 離 例 は 6 月 12 日 及び 
7 月 22 日 で . コガ タ ア カイ エ カ か ら の 最初 の ウイ ルス 
分 離 の 時 期 と ほとん ど 差 が な いと と が 注目 され た . C 
DE, Aedes vexans nipponii か ら 日 脳 ウ イル ス の 分 離 
は 吸血 液 中 に 含ま れる 生 残 ウイ ルス に 由来 する も の か 
或いは 昌 体 内 で の 増殖 ウイ ルス の 検出 で ある か は 重要 
な 問題 で ある が , MP344 を 分 離し た 戦 以外 は ドラ イア 
イス に 誘引 され た も の で ある の で , 捕 集 時 に は 未 吸血 
の 状態 で あり , また AMP344 を 分 離し た 群 に は 吸血 直後 
の も の も 混在 し て いた が , 吸血 液 の 消化 の た め 捕 集 後 
3 日 な いし 5 日 間 , 室温 で 飼育 し た 後 , 分 類 , 同定 し 
ウイ ルス 分 離 の 時 期 ま で 一 70?C に 凍結 保存 きれ た も の 
で ある と と を 考慮 する と Aedes vexans nipponii か ら の 


日 脳 ウ イル ス の 分 見 例 は 表 体 内 で の 増殖 ウイ ルス に 四 
来 す る も の と 理解 し て よい と 思う 、 し か し , Hodes 
(1946) EJE CHA Aedes vexans nocturnus を 用 
いた 日 脳 ウ イル ス の 実験 的 感 案 で ウイ ルス の 伝 描 の 可 
能 性 を 示し て いる が , Reeves and Hammon (1946) 
は Aedes vexans の 原種 を 用 いて の 実験 的 感染 の 不 成 
功 を 報告 し て いる . 従っ て 地理 的 な 感受 性 の 変異 に つ 
いて は 今後 の 問題 と し て 残さ れ て いる . 

いずれ に し て も 1965 年 及び 1968 年 の 分 離 例 の よう に 
コガ タ ア カイ エ カ か ら の 日 脳 ウ イル ス の 最初 の 分 離 時 
期 に 一 致し て 日 脳 ウ イル ス 流 行 の 早期 で ある 例 が ある 
と と は Aedes vexans nipponii DH REDEN d FE H ix 
ウイ ルス の 生態 の 一 面 を 知る 上 に 重要 な 意義 を も つも 
の と 考え られ る . 

Aedes vexans nipponii か 5 ら 日 脳 ウ ワイ ルス 以 外 
の アル ボウ イル ス の 分 離 : 

Table 2 に 示す よう に , 1967 年 に は 2 ケ所 で 捕 集 さ 
れ た Aedes vexans nipponu か ら それ ぞ れ 日 脳 ウ イル 
ス 以 外 の アル ボウ イル ス が 分 離さ れ た . 4E X0 
は Ether 及び Sodium deoxycholate に 感受 性 で 
ある <〈Table3).EFjg. 2 に A 群 アル ボウ イル ス の Batai 
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Table 1. JE virus isolation from Aedes vexans nipponii mosquitoes 
caught in Nagasaki area, 


Strains Number of Date of Method of Place of 
isolated mosquitoes mosquito mosquito mosquito 
in a pool collection collection collection 
MP 259 200 June 12, 1965 Dry ice trap Tomach 
MP 344 65 July 14, 1965 Dry ice trap and Mogi 
with the aid of live- 
stockpen 
MP 2240 314 July 14, 1967 Dry ice trap Kaizu 
MP 3588 56 July 22, 1968 Dry ice trap Koebaru 


Mosquitoes of Aedes vexans nipponii were caught during the periods from May 8 to October 12 in 1965, 
from April 13 to September 5 in 1967 and from April 17 to October 12 in 1968. 


Table 2 The isolation of non-JE virus from Asdes vexans nipponii 
mosquitoes caught in Nagasaki area, in 1967. 


cae Number of Date of Method of Place of 
isolated mosquitoes mosquito mosquito mosquito 
in a pool collection collection collection 
MP 1805 300 June 7 Dry ice trap Tameshi 
MP 1903 300 june 15 Dry ice trap Tameshi 
MP 2327 67 July 28 Dry ice trap Tomachi 


な が ら 交 叉 反応 を 認め た . し か し , 分 見 ウイ ルス の 3? 
株 四 抗 血 清江 对 L Getah ウイ ルス MM2021 株 は 自 原 
抗 血清 に 対す る と 同じ 程度 に 反応 し た . また Bataiv 
イル ス MM2222 株 と 分 見 ウイ ルス と の 間 に は 交叉 反応 
を 認め な か っ た . 貴 乳 マウ ス 脳 内 接種 法 で 行っ た 交叉 
中 和 試 験 の 成績 は Table 4 に 示さ れる よう に , 分 離 
株 の うち MP1805 株 は A 知 アル ボウ イル ス の Getah 
ウイ ルス M200MEK ICE CA T JaGAr 01 株 と は 
全く 異 る と と が 明か で ある . 

Table 2 に 示さ れる よう 記 分 上 刻 ウ イル ス の うち MP 


MP 1805 


MP 1903 
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Table 3 Effect of ether and sodium deoxycholate on infectivity 
of non-JE virus strain MP 1805. 
Infectivity (SMLD 
Chemicals y C al Reductiou of titer 
not treated treated 
Ether 6.2 204 2.5 
Sodium deoxycholate 5.8 15 4. 3 


. Infectivity titer was expressed as logarithm of the suckling mouse LDg, end point titer. 


Table 4 Cross neutralization test of MP 1805 strain. 
"P Antiserum against 
Virus Original titer EN TT 
MM 2021 MP 1805 JaGAr 01 
MM 2021 7.7 5.48 5.2 — 
MP 1805 5.6 «$8.0 «2.0 5.5 、 
Sen The survival virus titer was expressed as logarithm of suckling mouse LD 59 after neutralization. 


Fig. 3 Plaque formation of MP 1805 strain in primary chicken embryo cell culture. 


The size of plaques was given 2~ 3 mm in diameter after 2 days incubation. 


告 し , 中 村 等 (1969) は 2 株 の Sagiyama 類似 ウイ 
ルス , Scherer et al. (1962) は 2 株 の Sagiyama 7 
イル ス 及 び Getah ウイ ルス , Hurlbut and Nilbley 
(1964) は 1 株 の Sagiyama ウイ ルス を それ ぞ れ 報告 
し て いる . と の よう な 事実 は 特に 日 本 に お ける Aedes 
vexans nipponii が 関 暴 する アル ボウ イル ス の 生態 を 今 
後 東 ら に 追 宛 する 必要 が ある と と を 示し て いる も の と 
考え る . 

分 離 ウ イル ス の plaque 形成 と その 血清 疫学 : 

MP1805 株 を 用 い 骨 化 ニワ トリ 腔 細胞 に よる plaque 
形成 を 試み た . ウイ ルス 接 竹 後 double buffered 


Hanks agar-overlay を 軍 層 し 2 日 間 の 培養 後 の 
plaque の 大 さ は 2mm 前 後 で あっ た . 4 日 な いし 5 
日 間 の 培養 で は plaque の 大 さ は 4 mm 前 後に 及 ん だ . 
2 日 培養 後 の 感染 価 は 7.4 x 105PFU/ml を 示し た . 

Stimm and Henderson (1969) は PS-Y15 細 胞 を 
用 い Getah ウイ ルス は 4 日 目 に plaque が 出現 し 
plaque の 経 は 最大 2 mm と な る と 述べ て いる が , と 
れ は 使用 細胞 及び Agar-overlay の 差異 よる 結果 
で あろ うと 考え られ る . 

1964 年 か ら 1967 年 に 至る 4 年 間 に 発 生 し た 急性 熱性 
疾患 者 の 対 血清 の うち 日 脳 ウ イル ス に 対す る BI 


96 -U2RBHA, - —RADORELA - BUE «Mk 3E o MERA * DEBERE, e INED ARAZ Rk * EU BE 


Table 5. 


Detection of neutralizing antibody against the antigen 


of MP 1805 strain by plaque reduction test. 


Number of cases 


Number of sera confirmed antibody 


. Year t 
tested acute stage converescent stage 
1964 68 0 1 
1965 22 2 2 
1966 9 0 0 
1967 10 1 1 
Total 47 3 4 
8 …The sera was obtained from cases of acute febrile illness which were confirmed no HI 


antibody against JE virus. 


が 検出 され な か っ た 49 件 に つい て plaque reduction 
test を 行っ た と と ろ , 4 件 は MP1805 株 に 対す る 抗体 
が 証明 され , その うち 1 件 は 抗体 上 昇 を も を 認め る と と 


が 出来 た が , 本 分 離 ウ イル ス の 病原 的 意義 は 今後 の 調 … 


査 及び 実験 的 研究 に 侯 た ね ば な ら な い (Table 5) 

1959 年 Scherer et al. (1962) に よっ て Getah 
ウイ ルス が 日 本 で 分 見 され, その 後 も 繰 返 え し 検出 さき 
れ て いる . 中 村 等 (1967) は Getah ウイ ルス MM 


お D 


関東 地方 か ら 沖縄 に 至る 広い 範囲 に お いて Aedes 
vexans nipponi か ら Sagiyama 及び Sagiyama 類 
似 ウ イル ス , Akabane ウイ ルス , Getah ウイ ルス な 
ど ご ど 種々 の アル ボウ イル ス が 分 離さ れ て いる が , 長崎 地 
方 で は 1965 年 , 1967 年 及 び 1968 年 (に Aedes vexans 
nipponi か ら 日 脳 ウ イル ス が 分 離さ れ た . MERIR 
吸血 の も の か 或いは 吸血 直後 の も の を 含む 場合 も 分 類 
同定 の 前 3 日 な いし 5 日 間 は 室温 で 飼育 され て いる の 
で 吸血 液 中 の 生 残 ウ イル ス に 由来 する と する より むし 


2021 株 に 対す る 年 令 別 抗体 分 布 を 調査 し た と と ろ , 全 
KO 1 必 が 抗体 を 保有 し 特に 高 年 令 層 で は 4.295 0v 
う 高い 陽性 率 を 示し た と と を 記録 し て いる . 長崎 地方 
で は 急性 熱性 疾患 者 と いう 特殊 な 症例 に つい て の 調査 
で ある が 前 記 の よう に 47 件 中 4 件 は 既往 に 本 ウイ ルス 
に 暴 串 され た も の と 推定 する と と が 出来 た が , と の よ 
うな 事実 は 日 本 に お ける アル ボウ イル ス の 研究 の 一 環 
と し て 究明 され ね ば な ら ぬ 問題 で ある . 


り に 


ろ 表 体内 で の 増殖 ウイ ルス の 検出 で ある と 考え られ る . 
また 1967 年 に は 4zges vexans nipponii D> È Getab Eg v 
イル ス 3 株 が 分 離さ れ , その 分 離 の 時 期 は 日 脳 流行 の 
早期 と 晩期 に 相当 し て いる と と が 注目 され た . 

以上 の よう に Aedes vexans nipponii WART る ア 
ル ボ ウイ ルス の 生態 学 的 研究 , 特に 日 脳 ウ イル ス の 疫 
学 ( に てこ 占め る Aedes vexans nipponii の 役割 は 緊急 を 要 す 
る 研究 課題 で ある と 思う . 


参 者 X HB 


1) 福 見 秀雄 , MGE, 三 舟 求 真 人 , 氏家 淳雄 , 末永 
效 ， 二 > 木 浩一 ， 松 尾 幸 子 ， 宫 城 一 郎 : 東 ア フリ カ に 
お ける ウイ ルス 病 , 寄生 虫 病 及び それ に 伴う 媒介 昆虫 
の 研究 . ユエ ウイ ルス 学研 究 特 に アル ボウ イル ス の 疫学 
的 研究 , 熱帯 医学 9 て 3) : 127-135, 1967. 

2) Hayashi, K., Mifune, K., Shichijo, A. 
Kawasoe, H., Matsuo, S., Futatsuki, K., Omori, 
N., Wada, Y. Ito,S., Kawai, S, Nishigaki,S., 


Abe, Y., Makiya, K. and Kamizono, Y.: Ecolo- 
gical Studies on Japanese Encephalitis Virus. 
Isolation of Japanese encephalitis virus from 
mosquitoes collected in Nagaski and Kagoshma 
districts, Japan, in 1965. End. Dis. Bull. 
Nagasaki Univ., 8 : 61-73, 1968. 

3) Shichijo, A., Mifune, K., Hayashi, K., Wada, 
Y., Ito, S., Kawai, S., Miyagi, I. and Oda, T.: 


長崎 地方 で 捕 集 し た Aedes vexanp nipsnnii か ら 日 本 』 


Ecological Studies on Japanese Encephalitis 
Virus. Survey of virus dissemination in Nagasaki 
area, Japan, in 1966 and 1967. Tropical Medicine, 
10:168-180, 1968. 

45) Hayashi, K., Mifune, K., Shichijo, A., Wada, 
Y., Nishigaki, S. and Omori, N. : Ecological 
Studies on Japanese Encephalitis Virus. Results 
of investigations ın the Nagasaki area, Japan, in 
1968. Tropioal Medicine, 11: 212-220, 1970. 
5> Hodes, H.L. : Experimental Transmission of 
Japanese B Encephalitis by Mosquitoes and 
Mosquito Larvae. Proceedings of the Meetings 
of the Johns Hopkins Medical Society, January 
14, 1946. 

6) Hurlbut, H. S. and Nibley, C.: 
lation of from Mosquitoes in Okinawa, J. Med. 
Ent., 1: 78-83, 1964. 

7) Nakamura, M. and Ueno, Y.: Infections 


Virus Iso- 


Ribonucleic Acid of Japanese B Encephalitis 
Virus. Optimal conditions for its extraction and 
for plaque formation in chick embryo cell mo- 
nolayers and some biologic [properties. J. Im- 
munol., 91:136-143, 1963. 

8) 中 村 忠 義 , BUER, SEPHU, 大 谷 明 : アル ボウ 
ルス の 抗体 保有 調査 , 医学 の あゆ み , 60:72-73, 1967. 


居 炎 ウイ ルス 及び A 群 アル ボウ イル ス の 分 離 97 


9) Oya, A., Okuno, T., Ogata, T., Kobayashi, 
1. and Matsuyama, T. : Akabane, a New Arbo- 
virus Isolated in Japan. Jap. J. Med. Sci. Biol, 
14:101-108, 1961. 

10) Reeves, W. C. and Hammon, W. MoD. : 
Laboratory Transmission of Japanese B Encep- 
halitis Virus by Seven Species (Three Genera) 
of North American Mosquitoes. I. Exptl. Med., 
83:185-194, 1948. 

11) Scherer, W. F., Funkenbush, M., Buescher, 
E. L. and Izumi, T. 
Group A Arthropod Borne Virus from Japan. 


: Sagiyama Virus, a New 


1. Isolation, immunologic classification and eco- 
logic observation. Amer. J. Trop. Med. Hyg., 11: 
255-268, 1962. 

12) Stimm, T. B. and Henderson, J. R. : Arbo- 
virus Plaquing in a Clon Line (PS-Y15) of 
Porcine Kidney. Appl. Microbiol, 17: 246-249, 
1969. 

13) Wada, Y. Kawai, S, Ito, S, Oda, T. 
Nishigaki, S. Omori, N., Hayashi, K., Mifune, 
K. and Shichijo, A. : 
Mosquitoes of Japanese Encephalitis, Especially 


Ecology of Vector 


of Culex tritaeniorhynchus. 1. Results obtained 


in 1965. Tropical Medicine, 9: 45-57, 1967. 


